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Deteccao molecular e analise filogenética da sequéncia parcial
do gene da proteina do capsideo do virus da faixa das nervuras
do morangueiro

Catarina Corréa Puttkammer', Julia Zappelini?, Gustavo Henrique Ferrero Klabunde® e Miguel Pedro Guerra*

Resumo — O morango cultivado (Fragaria x ananassa Duch. (Rosaceae) é um hibrido originado pelo cruzamento das espécies
americanas Fragaria chiloensis e Fragaria virginiana e pertence a familia Rosaceae. O morangueiro possui reprodugdo vegetativa
e, por isso, € comum o acumulo de viroses e outras doencas de dificil controle. Uma das quatro viroses mais importantes na
cultura do morango é causada pelo virus da faixa das nervuras (Strawberry vein banding virus — SVBV), que é transmitido
no campo por afideos, de maneira semipersistente. Para melhorar o conhecimento genémico, sdo recomendadas técnicas
moleculares e a classificagdo de isolados de SVBV. Um dos determinantes primarios da transmissibilidade e especificidade
por afideos é a proteina do capsideo, que possui importancia critica para o estabelecimento da infec¢do. Neste trabalho, foi
sequenciada parcialmente a proteina do capsideo do gene do SVBV de um isolado alemdo, inoculado em morangueiros e
mantido em casa de vegetac¢do no Brasil, por mais de dez anos. Foi realizada a analise filogenética comparando as sequéncias
contidas no GenBank com o objetivo de elucidar as relagGes evolutivas nesta espécie. As analises filogenéticas mostraram que
a sequéncia do isolado esta mais préxima dos isolados dos EUA e Egito. Estes resultados contribuem para a melhor elucidagao
dos mecanismos de evolugdo do virus e do patossistema em questdo.

Termos para indexagao: Caulimovirus; Filogenia; Neighbor-joining; SVBV; Detecgdo de virus
Molecular detection and phylogenetic analysis of partial sequence of Strawberry vein banding virus coat protein gene.

Abstract — The cultivated strawberry, Fragaria x ananassa Duch. (Rosaceae) is a hybrid from the crossing of American species
Fragaria chiloensis and Fragaria virginiana, belonging to the Rosaceae family. Strawberry plants have vegetative reproduction
and, therefore, it is common the propagation of viruses and other diseases. One of the four most important viruses in
strawberry is the Strawberry vein banding virus (SVBV), which is transmitted by aphids in a semi-persistent manner. Molecular
techniques are recommended to improve genome knowledge and classification of the SVBV isolates. The coat protein (CP) is
a primary determinant of aphid transmissibility and specificity, critically important to infection establishment. In the present
work, we sequenced the SVBV coat protein partial gene of a German strain, inoculated in strawberry plants maintained in
green house in Brazil for ten years. It was performed phylogenetic analysis comparing to SVBV coat protein sequences from the
GenBank database. Aiming to elucidate evolutionary relationships in this species, phylogenetic analysis showed that our SVBV
sequence is closely related to USA and Egypt virus strains. These results will contribute to a better elucidation of evolutionary
mechanisms and the SVBV-strawberry pathosystem in question.

Index terms: Caulimovirus; Phylogeny; Neighbor-joining; SVBV; Virus detection.

Introducao

O morango cultivado, Fragaria x
ananassa Duch. (Rosaceae) é um hibri-
do proveniente do cruzamento das es-
pécies americanas Fragaria chiloensis x
Fragaria virginiana (2n = 8x = 28) (ED-
GER et al., 2019). Dentre os paises sul-
americanos de maior produgdo desta
fruta, juntamente com Chile e Argenti-
na, o Brasil possui cerca de 4.200 hecta-

res de drea cultivada e producdo anual
de aproximadamente 150 mil toneladas
(ANTUNES & PERES, 2013; FAGHERAZZI
etal., 2016). No Brasil, o maior produtor
de morango é o estado de Minas Gerais
(SILVEIRA & GUIMARAES, 2014). Na sa-
fra de 2017/2018, em Santa Catarina,
foram colhidas 8,6 mil toneladas de
morango em 254 hectares de produgdo
(EPAGRI, 2020).

As viroses constituem um dos mais
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importantes problemas fitossanitarios
na producdo de mudas e no cultivo de
morangueiro, especialmente em de-
corréncia da reproducgdo vegetativa, na
forma de estolées (PANATTONI et al.,
2013). Em infecgbes simples, as viro-
ses podem resultar em 30% de danos
a producgdo. Ja em infecgBes mistas, as
guais sdo as mais abundantes, esses da-
nos podem chegar a até 80% (THOMP-
SON et al., 2003). O principal método»
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de controle dessas doencas é o uso de
mudas livres de virus (BRAHM & OLIVEI-
RA, 2004). No Brasil, pode-se observar
um aumento de 25% na area cultivada
e 50% na produgdo com o uso de novos
cultivares e plantas livres de virus em
conjunto com a maior profissionaliza-
¢do do setor de produgdo de mudas (FA-
GHERAZZI et al., 2016).

Estima-se que 26 virus afetem o
morangueiro, sendo o virus da faixa
das nervuras do morangueiro (SVBV;
espécie Strawberry vein banding virus)
um dos quatro virus prevalentes nas
principais regiGes produtoras do Bra-
sil e do mundo (UENO, 2004). O SVBV
é transmitido por afideos, de maneira
semipersistente, principalmente os pul-
gdes da espécie Chaetosiphon fragae-
folli (TZANETAKIS & MARTIN 2013), po-
dendo causar redugao da producdo de
estolGes e das frutas, assim como a de-
formacdo das folhas (UENO, 2004; EM-
BRAPA, 2005a; VASKOVA et al., 2006).
Os sintomas caracteristicos do SVBV em
morangueiro sdo faixas clordticas ao
longo das nervuras centrais, manchas e
estrias nas folhas mais velhas e as folhas
jovens nascem deformadas (VASKOVA
et al., 2006).

O SVBV pertence ao género Cauli-
movirus (familia Caulimoviridae), apre-
sentando DNA circular de fita dupla
com comprimento de ~ 8 kilobases (kb)
e que codifica sete fases abertas de
leitura (open reading frames - ORFs).
Dentre as sete ORFs, a ORF1 codifica a
proteina do movimento, responsavel
pelo movimento célula a célula, a ORF2
e a ORF3 codificam as proteinas rela-
cionadas a transmissdo por afideos e
a ORF4 codifica o gene da proteina do
capsideo (coat protein - CP), cuja fungao
relaciona-se com a transmissibilidade
do virus (DICKISON et al. 2017). ACP é
o determinante primario da transmissi-
bilidade e da especificidade de virus por
afideos, com extrema importancia para
a ligacdo e liberacdo do virion durante a
transmissdo (NG & PERRY 2004). As CPs
de alguns virus sdo importantes para
iniciar a infecgdo pelo movimento célula
a célula, por isso se espera que as sequ-
éncias desses genes possuam alto grau
de conservacgdo (DICKISON et al., 2017).

A caracterizagdo molecular, em que
um isolado viral ou suas variantes e es-
pécies podem ser diferenciados com
base na sequéncia gen6mica, é uma fer-

ramenta importante para classificar as
espécies virais (TORRICO et al., 2016).
Para a deteccdo de virus em moranguei-
ro, as técnicas mais utilizadas sdo a RT-
PCR (Reverse Transcription Polymerase
Chain Reaction) e o teste ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) (MAR-
TIN & TZANETAKIS, 2006), embora ou-
tros métodos, como a PCR (Polymerase
Chain Reaction), g-PCR (PCR quantitati-
vo ou em tempo real) e o dot-ELISA, se-
jam empregados na detec¢do de outras
viroses (FAJARDO & NICKEL, 2014).

A viabilidade de técnicas molecu-
lares para caracterizagdo, como a PCR,
baseia-se na baixa variabilidade em ba-
ses especificas na regido de anelamen-
to dos primers (VASKOVA et al., 2006).
Abordagens filogenéticas sdo emprega-
das para comparar a evolugdo das sequ-
éncias em genomas virais, elucidando
as relagdes de ancestralidade na espé-
cie e entre elas (JENKINS, 2002; EMBRA-
PA, 2005b; YANG & RANNALA, 2012).
Tais relagBes evolutivas, comparando-
se isolados de distintas localidades ge-
ograficas, podem indicar similaridade
entre propriedades fitopatoldgicas, tor-
nando-se importantes ferramentas para
estratégias de controle destas doengas
(GARCIA-ARENAL et al., 2001; DICKISON
etal., 2017).

Neste estudo, comparamos a sequ-
éncia parcial da CP de um isolado de
SVBV alemao com outras sequéncias de

CP obtidas no GenBank, a fim de eluci-
dar relagGes evolutivas através de infe-
réncias filogenéticas.

Material e métodos

Os morangueiros infectados com o
SVBV tiveram origem na Alemanha e
foram mantidos em casa de vegetacao,
propagados vegetativamente via esto-
IGes durante dez anos para a realizagao
de estudos. Sintomas pouco evidentes
foram observados nas folhas, como
manchas cloréticas nas margens das
nervuras, especialmente préximo a ner-
vura central (Figura 1).

O RNA foi extraido dos tecidos fo-
liares (cerca de 100g) de plantas infec-
tadas de morangueiro usando o Kit’
RNeasy (Qiagen, Hilden, Alemanha), de
acordo com as instrugdes do fabricante,
apds a maceragdo inicial em nitrogénio
liqguido e a homogeneiza¢do com 3,5 pl
de B-mercaptoetanol e o tampao de lise
celular. As amostras foram quantifica-
das em espectrofotémetro Nanodrop
1000 (Thermo Fisher Scientific, Califor-
nia, EUA), e a qualidade foi avaliada
através de eletroforese em gel desnatu-
rante de agarose (1%). Amostras de RNA
que apresentavam baixas relages es-
pectrofotométricas (relagdes 260/280 e
260/230) foram precipitadas em etanol
(3:1, v/v) e acetato de sédio 3 M (CH-
,Na0,), e ressuspendidas em &gua tra-

Figura 1. Plantas infectadas com o virus da faixa das nervuras do morangueiro
apresentando sintomas de manchas cloréticas nas margens das nervuras, especialmente
préximo a nervura central Foto: Catarina Corréa Puttkammer

Figure 1. Plant infected with Strawberry vein banding virus (SVBV) showing chlorotic spots

Photo: Catarina Corréa Puttkammer
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tada com dietilpirocarbonato (DEPC).
Apos digestdo do DNA, realizada com o
Kit Turbo™ DNase (Life Technologies’,
Califérnia, EUA), o cDNA foi construido
com o kit GoScript™ Reverse Transcrip-
tion Mix, Random Primers (Promega’,
Wisconsin, EUA), de acordo com as re-
comendagdes do fabricante.

Dois pares de primers foram dese-
nhados para amplificagdo em PCR, um
com base na sequéncia da CP de cinco
isolados de SVBV disponiveis no Gen-
Bank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov),
e outro nas sequéncias obtidas neste
trabalho (Tabela 1). As reacGes de PCR
foram constituidas de 1x tampdo de
PCR, 3 mM de MgCl2, 0,4 mM de cada
dNTP, 0,3 uM de cada primer (forward
e reverse), 1 U de Taqg DNA polimerase
(Quatro G, Porto Alegre, Brasil), cDNA a
30 ng/uL, para um volume final de 20
pL. As amplificagdes foram realizadas
em termociclador Veriti (Applied Biosys-
tems, Califérnia, EUA) com os seguintes
ciclos: desnaturagdo inicial a 95°C por 2
min, seguida de 35 ciclos de amplifica-
¢do de PCR, com 95°C por 30seg, 30seg
na temperatura de anelamento de cada
primer (Tabela 1), e 72°C por 1 min e 20
seg, com extensdo final de 72°C por 15
min. Apds verificagdo em gel de agarose
1,5%, os produtos de PCR foram purifi-
cados utilizando o kit QlAquick PCR Pu-
rification (Qiagen®, Hilden, Alemanha).

As reacOes de sequenciamento bidi-
recional foram realizadas no sequencia-
dor automatizado ABI 3500 xL (Applied
Biosystems, Califérnia, EUA), pelo méto-
do Sanger (SANGER et al. 1977), usan-
do a tecnologia BigDye Terminator v.3.1
(Applied Biosystems, Califérnia, EUA),
de acordo com as recomendagbes do
fabricante. Os eletroferogramas gera-
dos foram avaliados quanto a qualida-
de pelo software CLC Genomics Work-
bench 8.0.1, e editados manualmente.
Apds, a sequéncia consenso gerada foi
denominada ‘SVBV Brazil'.

Ap0s teste de similaridade pela pla-
taforma BLASTn (Basic Local Alignment
Search Tool) (Tabela 2), as sequéncias
similares foram alinhadas ao ‘SVBV
Brazil’ pelo algoritmo ClustalW imple-
mentado no software MEGA X (KUMAR
et al, 2018), e o alinhamento editado
manualmente. A inferéncia filogenética
baseada na sequéncia nucleotidica da
CP do isolado de SVBV foi realizada com
o método Neighbor-joining pelo softwa-

Tabela 1. Primers desenvolvidos para a amplificacdo dos fragmentos da sequéncia CP do
virus da faixa das nervuras do morangueiro (SVBV)
Table 1. Designed primers for amplification of CP sequence fragments of Strawberry vein

banding virus (SVBV)
Sequéncia T.A.(°O)!

F (5’-3') AGGAAGARGACGAAGAAA

SVBVCP1? 48
R (3’-5’) GGTGAGGAAAACTTAGGA
F(5’-3) CACAATCTCATCAAAGCC

SVBVCP2 54
R (3’-5) CAGACTTGTTCCTGCAAT

IT. A. (°C): temperatura de anelamento.

2 Acessos do GenBank utilizados para o desenho dos primers: FM867860; AY605662, AY605663;

AY605664; KU366260.

re CLC Genomics Workbench v. 8.0.1,
aplicando o modelo de corregdo de dis-
tancia K2P (KIMURA-2-PARAMETER; KI-
MURA 1980), e o suporte nodal estima-
do com analise de bootstrap por 1.000
replicatas. O Caulimovirus Cauliflower
mosaic virus (CaMV) foi utilizado como
grupo externo (HE978788.1).

Apods avaliagdo preliminar da topo-
logia NJ gerada, as distancias genéticas
médias dentro e entre os grupos for-
mados foram calculadas pelo software
MEGA-X (KUMAR et al., 2018). Utilizan-
do-se o modelo K2P (KIMURA 1980), as
distancias foram calculadas pela opgao
de delegdo completa de sitios ambiguos
(pairwise deletion option), gerando um
conjunto final de 744 bases.

Resultados e discussao

Sequéncias de CP sdo amplamen-
te usadas para a detecgdo de SVBV em
plantas infectadas, tendo como a baixa
variabilidade em regides de anelamen-
to uma caracteristica crucial para obter
dados robustos e confidveis durante a
aplicagdo de técnicas moleculares ba-
seadas em PCR (VASKOVA et al., 2006).
A partir dos primers desenhados, a se-
quéncia parcial do gene CP do isolado
(SVBV Brazil) resultou num fragmento
de 735 pares de base, o qual foi empre-
gado na inferéncia filogenética compa-
rando sequéncias de doze isolados de
SVBV de origens geograficas distintas
(Tabela 2). Os novos primers mostram-
se eficientes para a detecgdo do SVBV
em morangueiro, dada a possibilidade
de identificacdo por similaridade com
dados disponiveis em bancos de dados.

A inferéncia filogenética (Figura 2)
mostrou dois clados monofiléticos dis-
tintos, corroborados pela medida de dis-

tancia genética entre os clados (0,114).
O clado formado pelo agrupamento
dos isolados de origem do Canadd e da
China apresenta maior variabilidade ge-
nética interna (d = 0,0218) em compara-
¢do ao clado formado pelos acessos dos
EUA, Egito e Brasil (d = 0,0008). Consi-
derando que as entidades virais, aqui
representadas pelas informagdes das
sequéncias, apresentam ancestralidade
comum e acumulam varia¢des nucleoti-
dicas ao longo do tempo evolutivo, me-
didas de distancia representam impor-
tantes ferramentas para descri¢do da
diferenciacdo genética dentro e entre
grupos topoldgicos (KALINOWSKI, 2002;
STRIMMER & VON HAESELER, 2009).

O agrupamento entre isolados dos
EUA e Egito foi previamente reportado
com base em arvore NJ (DICKISON et
al. 2017). No entanto, diferentemente
do exposto no presente trabalho, iso-
lados da China e do Canadd formaram,
anteriormente, dois clados distintos (DI-
CKISON et al. 2017), uma diferenca que
pode ser explicada pelo maior valor de
distancia genética dentro deste grupo
(d = 0,0218). Apesar de uma esperada
homogeneidade e da baixa variabilida-
de genética da regido CP, tal discrepan-
cia sugere uma importante diversidade
entre isolados de SVBV de diferentes
origens geograficas (MRAZ et al. 1998;
VASKOVA et al. 2006; DICKISON et al.
2017).

Agrupamento e baixa variabilidade
genética de isolados de SVBV de origens
americana e europeia foram previa-
mente relacionados as distancias geo-
graficas, indicando a coexisténcia inde-
pendente, durante um longo periodo,
entre populagdes destas duas origens
(MRAZ, 1998). De fato, discute-se que o
SVBV seja nativo da América do Norte, »
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Tabela 2. Acessos do GenBank de sequéncias do gene da proteina do capsideo utilizados na
analise filogenética do Virus da faixa das nervuras do morangueiro (SVBV)
Table 2. GenBank accessions of coat protein sequences employed in phylogenetic inferences

of Strawberry vein banding virus (SVBV)

Acessos

Virus Autor Origem % ldentidade

GenBank

KX950837 SVBV Dickison et al, 2017 Canada 90,61
KX950838 SVBV Dickison et al, 2017 Canada 90,34
KX950839 SVBV Dickison et al, 2017 Canada 90,34
KX950840  SVBV Dickison et al, 2017 Canadd 90,35
KX950841  SVBV Dickison et al, 2017 Canadd 90,34
KX950842 SVBV Dickison et al, 2017 Canadd 90,48
KX950843  SVBV Dickison et al, 2017 Canadd 90,20
FM867860  SVBV Jiang, 2008 China 88,44
AY605662 SVBV Vaskova et al, 2004 EUA 100
AY605663 SVBV Vaskova et al, 2004 EUA 99,86
AY605664 SVBV Vaskova et al, 2004 EUA 100
KU366260  SVBV Sofy, 2015 Egito 99,86

Pourrahim &
HE978788 CaMV Iran N/A

Farzadfar, 2012

N/A (N3o se aplica). Acesso usado como outgroup.

tendo sido introduzido na Europa e no
Brasil, provavelmente, por materiais de
propagacdo vegetal (FRAZIER & MORIS,
1987; MRAZ, 1998). No entanto, pro-
pde-se que a variabilidade genética do
SVBV possa ser maior que o esperado,
podendo demandar estudos de corre-
lagdo entre variabilidade genética asso-
ciada a patogenicidade viral e capacida-
de de resisténcia (TORRICO et al., 2016;
DICKISON et al., 2017).

Avariagdo genética em virus de plan-
tas pode ocorrer de duas formas, muta-
¢do e recombinagdo, sendo estas pro-
priedades intrinsecas dos organismos
vivos (GARCIA-ARENAL et al., 2001).
Estudos sobre as relagdes evolutivas em
isolados de diferentes origens geografi-
cas podem elucidar as similaridades em
propriedades patogénicas e bioldgicas,
tornando-se, assim, uma forte ferra-
menta na fitopatologia e no desenvolvi-
mento de estratégias para o controle de
doencas virais (GARCIA-ARENAL et al.,
2001; DICKISON et al., 2017).

Dado que esta virose ndo apre-
senta sintomas diagndsticos especificos,
como manifestacdo de manchas cloré-
ticas foliares e severidade variada, a
deteccdo de propagulos infectados por
técnicas moleculares se faz relevante
para o controle de introduc¢do da doen-
ca (MRAZ 1998). Ainda, métodos espe-

cificos de detecgdo, como PCR, e a infe-
réncia de relagdes evolutivas entre virus
de diferentes origens, podem determi-
nar os métodos de controle baseados
nas potenciais propriedades patolégicas
e bioldgicas correlacionadas (DICKISON
etal, 2017).

Conclusao

A deteccdo do isolado SVBV-Brasil
foi realizada por métodos moleculares,
indicando a viabilidade das técnicas
aplicadas.

A inferéncia filogenética da sequén-
cia parcial da CP do SVBV evidenciou o
padrdo de ancestralidade entre isolados
dos EUA, do Egito e do Brasil, indican-
do baixos valores de distancia genética
entre eles.

PropGem-se estudos complementa-
res de correlagdo entre as caracteristi-
cas bioldgicas e patoldgicas dos isolados
agrupados.
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